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Введение 

Актуальность проблемы — типиро- 
вания возбудителя туберкулёза птиц — 
МусобБасетат аупит — определяется воз- 
растающим числом случаев выделения 
данного патогена от животных, реагиру- 
ющих на ПШП-туберкулин для млекопи- 
тающих и заражением людей с понижен- 
ным иммунитетом (ВИЧ-позитивные) [1, 
2]. Комплекс МусоБасегпип аупит вклю- 
чает в себя М. ауат и М. шиасеПаге [3, 
4]. Возбудитель вызывает туберкулёз у 
птиц и туберкулёзоподобные поражения у 
свиней. Имеются сообщения о распростра- 
нении легочных инфекций у людей, вы- 
зываемых М. аут, на территории США 
[5, 6], Японии [7, 8], Тайланда [9] и Англии 
[19]. одегНеа С.В. е{ а1 (1993) указывают на 
изоляцию М. аупит из почвы и воды [11], а 
Данко Ю.Ю. (2004) - из проб торфа и мо- 
лока [12]. 

Наряду с традиционными методами ти- 
пирования М. аупит (культуральное иссле- 
дование, биопроба, биохимические тесты) 
широкое распространение получили мо- 
лекулярно-генетические методы, осно- 
ванные на полимеразной цепной реакции 


(ПЦР) и секвенировании фрагментов ге- 
нома микобактерий. Значение молекуляр- 
ных подходов определяется тем, что они: 
во-первых, предоставляют наиболее точ- 
ные из возможных средств слежения за 
распространением возбудителя; во-вто- 
рых, позволяют отслеживать изменения в 
биологически важных участках генетичес- 
кого материала возбудителя туберкулёза, 
происходящие в процессе взаимодействия 
инфекционного агента с организмом чувс- 
твительного хозяина и со средой; в-треть- 
их, способствуют описанию структуры по- 
пуляции возбудителя и позволяют выяв- 
лять протекающие во времени изменения 
в популяционной структуре, которые мо- 
гут вызвать эпизоотию. Методы диагнос- 
тики, основанные на достижениях молеку- 
лярной биологии и популяционной гене- 
тики, позволяют оценивать родственные 
взаимоотношения между штаммами возбу- 
дителя туберкулёза, делать статистически 
обоснованные выводы и прогнозы о тен- 
денциях распространения туберкулёза. 

Цель исследования - установление ге- 
нотипов выделенных изолятов М. аут и 
их филогенетическое исследование. 
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Рисунок 1 - Электрофореграмма фрагмента пи»-гена М. ауции 

(№1- маркер рОС19/К?209 1, №2 - М. зтезтай$, №3 - 10-06, № 4 - 48-01, №5 - 26-06, 
№6 - 14-05, №7 - 30-04, №8 - 18-06, №9 — М. Гоги, №10 — М. шегсшо<$15, № 11 - 8-03, 
№ 12 - 31-03, №13 - маркер рВшезсирИМб5р). 
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Материалы и методы. 

В работе использованы 24 изолята 
М. ау, 1 изолят М. таЪегсу]0515, 1 изо- 
лят М. зтестай$, выделенных в хозяйс- 
твах Новосибирской области в 2001-2006 
годах от крупного рогатого скота и сви- 
ней, реагирующих на ППД-туберкулин и 
убитых с диагностической целью, а так- 
же референтные штаммы: М. зтертай$ 
ВГНКИ, М. шнасе!Шаге, М. Юнийит 
ВГНКИ, М. 1егсио$1$ шт. Етатап. Для 
выделения суммарной ДНК из клиничес- 
ких образцов и из культур микобакте- 
рий применяли метод сорбции на силика- 
геле с использованием набора ДНК-сорб 
В (ЦНИИЭ). Для амплификации ис- 
пользовали следующую пару праймеров: 


ТиьЗ1-03 1 


5-СССОТТСААССТСААСТТСС-3` и 5- 
ООССТСОССОССТСАТСАССТ -3’, пос- 
ледовательности которой были опуб- 
ликованы М.Г. Вего$ её а|., 2000 [13]. 
Постановку ПЦР осуществляли по об- 
щепринятым методикам на амплифи- 
каторе «Терцик» с использованием сле- 
дующего режима: 95°Сх5 мин (1 цикл), 
95°Сх 30 сек, 68°Сх2мин, 72°Сх5 мин 
(30 циклов), 72°С х 4 мин. 

Анализ полученных в ПЦР данных 
проводили методом электрофореза в 1,7% 
агарозном геле, в присутствии бромисто- 
го этидия. В качестве маркера использова- 
ли рОС19/К209 Г и рВшезсир/Мбзр, нанося 
по 6 мкл в «карман». Результаты электро- 
фореза учитывали в УФ-свете на трансил- 
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ИЕ 118 ” САССТССССССССТТССССТССТССТССАСАТСССССАСААСТ 
ССССС 165 


Тиб10-06 118 ........ иене Аинитонолиы 165 
Ти648-01 118 —.(......С....... ини ии 165 
Тиь26-06 118 —.0......С.............А иене 165 
СРО00479 1562555 ......... Сетка Ане С. 1562508 
СРО00479 626048 ... 626050 
043598 907 ..С.... Сие А Са: 954 


АЕО16958 2674686 .. 


АЕО16958 575491 ... 575493 

СРО00480 2325261 ..С..Т.. с СОТ...... 2325214 
СРО00511 2149441 ..САА...С..СА............... С.С..С... 2149394 
СРО00511 5585571 .. 5585570 

СРО00511 77456 ....... 77462 

СРО00656 4607872 ..Т..С.ТТС...САА...С..ЦА............... О.С..С.. 4607918 
СРО00580 1867920 ......... С....9..САСС..СА.....С........ 1867882 
СРО00580 5249415 ...А.......С.. 5249402 

СРО00325 4325726 ..АТ.А..СС....С..С..С..СА.Т.А......... @.С..С.. 4325772 
СРО00325 4545366 ... 4545364 


Рисунок 2.Сравнение выравненных последовательностей изолятов М. аунии (ТБ 31-03, Тиь 10-06, 
Таь 48-01, Таь 26-06)с прототипными штаммами, зарегистрированными ранее в СепВапк. 
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Рисунок 3 - Сравнительная характеристика аминокислотных последовательностей выделенных изо- 
лятов М. аупит с прототипными штаммами (54.104, Ару 99, Л.5, К10, КМ$, МС2155, РУК-1, Руг-ССК, 
043598). 
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Азу9э9 


Рисунок 4 - Популяционные взаимоотношения между изолятами м. аупии, 


выделенными в Западной Сибири. 


люминаторе с длиной волны 246 нм. Дли- 
на полученного в ПЦР фрагмента состави- 
ла 327 п.н. 

Для определения нуклеотидной пос- 
ледовательности ДНК фрагменты очи- 
щали при помощи наборов $5.М.А.РТМ 
Се РиййсаНоп КИ для агарозных гелей 
(«ГлуйговепеТесвпо!01ез»).Определение 
первичной нуклеотидной последователь- 
ности проводили на Весктап СЕО2000ХГ, 
ОМА Апа[уз15 бубет («ВесКтап СоиКет, 
шс.») согласно инструкции «Весктап 
зедчепсше КИ». Популяционный анализ 
осуществляли с использованием программ 
МЕСА 3.1. (РО, США) и бепеОос 2.6. ме- 
ТОДОМ «ближайших соседей». Для построе- 
ния дендрограмм использовали фрагменты 


нуклеотидных последовательностей мико- 
бактерий, депонированных в международ- 
ной базе данных СепВапк (№№ СРО00479, 
943598, АЕО016958, СРО00480, СРО00511, 
СРО00656, СРО00580, СРО00325). При ком- 
пьютерной обработке данных нуклеотид- 
ные и выведенные аминокислотные после- 
довательности анализировали с использо- 
ванием программ МЕСА. Дендрограммы 
строили на МеёАПрп 4.04. из пакета про- 
грамм ОМА$ТА К. Для статистической об- 
работки данных при оценке достоверности 
группирования применяли бутстреп-тест. 
Результаты исследований. 

При ПЦР специфичный ампликон раз- 
мером 327 п.н., синтезировался только с 
ДНК М. аущит (рис. 1). При этом реакция 
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с М. шиасеШлаге, входящего в М. аут 
сотр!ех, была отрицательной, что под- 
тверждает специфичность праймеров, ис- 
пользованных при постановке ПЦР 

Определения нуклеотидных последо- 
вательностей изолятов, полученных в си- 
бирском регионе, показали, что фрагмент 
нуклеотидной последовательности пи-ге- 
на М. аупит (118 -— 165 п.н.) содержит нук- 
леотидную замену в положении 142 (САТ 
ССТ) (рис. 2.). В сравнении с прототипным 
штаммом МАП43598 22 клинических изо- 
лята М. аупит из сибирского региона име- 
ют характерные нуклеотидные и амино- 
кислотные замены в положении 130 п.н. 
(АСС АСС, $ Т), 233 п.н. (ССА ССА, А 
С), 241 п.н. (ССА ССС,РР) и 343 п.н. (САТ 
ССОТ,Н В). 

Выведенные аминокислотные после- 
довательности 3 изолятов М. аут, выде- 
ленных в сибирском регионе имеют зна- 
чительную степень гомологии (89%) с 
аминокислотной последовательностью 
изолята М. аупит зи65р. рагааЪБегси]0$15 
К10 (АЕО16958, 2005 г.) (рис.3). Данный 
подвид микобактерий комплекса М. аупип 
является этиологическим фактором болез- 
ни Крона крупного рогатого скота и имеет 
>3,000 генов, гомологичных возбудителю 


РЕЗЮМЕ 


туберкулёза человеческого вида [14]. 

При построении консенсусного МГ- 
дерева для западно-сибирских изоля- 
тов М. а\ашт были образованы 2 клас- 
тера (рис. 4). Изоляты, входящие в пер- 
вый кластер генетически близки М. аупит 
штамм 104, а изоляты второго кластера 
М. ауцит 943598. 

Низкие индексы поддержки вызваны, 
вероятно, небольшой длиной изученного 
района и небольшим количеством «горя- 
чих точек», содержащих нуклеотидные за- 
мены. 

Выводы 

Несмотря на генетическое родство с за- 
падно-европейскими изолятами М. ат 
изоляты, полученные в западно-сибирском 
регионе имеют характерные нуклеотидные 
и аминокислотные замены, которые при 
проведении популяционного анализа мо- 
гут служить маркером, позволяющим де- 
лать выводы об источнике распростране- 
ния данного возбудителя. При проведении 
молекулярно-биологических исследований 
необходимо учитывать, что популяция М. 
аупит гетерогенна по генотипическим ха- 
рактеристикам, что определяет её адапта- 
цию к меняющимся условиям существова- 
ния и способствует сохранения вида. 


В статье приведены результаты изучения М.аунит, полученных в Сибирском регионе, с использова- 
нием ППР-анализа и секвенирования фрагмента пиз-гена. 


ЗОММАКУ 
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